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摘要 : 该 研究 探 完了 JNK 通路 对 M2 巨 噬 细 胞 极 化 及 M2 介 导 的 促 肿瘤 效应 的 影响 。 构 建 单 核 
细胞 THP1 AYR M2 巨 噬 细 胞 模型 (THP1-M2) ， 将 细胞 分 为 4 组 : 用 PMA HPO AREER 
细胞 组 ( MO) , M PMA, IL-4 处 理 及 阴性 干扰 (DMSO) 的 M2 型 巨 噬 细 胞 组 (WM2) ， 用 特异 性 
抑制 剂 阻 断 JNK 通路 的 M2 型 巨 噬 细 胞 组 (M2-JNK 1) 。 实 时 荧光 定量 PCR 检 测 M2 表 型 marker 
基因 的 表达 ; 免疫 蛋白 印迹 法 检测 M2 RA marker 蛋白 水 平 ; 细胞 划 痕 试验 检测 巨 噬 细 胞 
迁移 能 力 ; 流 式 细胞 数 检测 7860 及 0SRC2 凋 亡 。 结 果 与 THP1-M2 组 相 比 ， 阻 断 JNK 通路 的 
M2 组 M2 #4! marker 表达 明显 下 降 ， 同 时 其 细胞 迁移 能 力也 呈 下 降 趋 势 。 且 阻 断 JNK 通路 
E, M 巨 噬 细 胞 抑制 明 癌 细胞 凋 人 亡 的 能 力 减 弱 。 该 研究 结果 表明 ， 抑 制 JNK 通路 后 ，M2 E 
噬 细 胞 极 化 状态 受 损 ， 其 促 肿瘤 效应 可 转变 为 抗 肿瘤 效应 。 
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Abstract: The present study investigates the effect of JNK pathway on the polarization of 
M2 status as well as pro-tumor function mediated by M2. THP1 derived M2 macrophage 


(THP1-M2) model was established. The cells were divided into 3 groups: the PMA 
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pretreated unpolarized macrophage (MO), the PMA and IL-4 induced M2 macrophage with 
DMSO (negative control) treated (M2), the JNK inhibitor treated M2 macrophage (M2-JNK 
1). Furthermore, the M2 associated markers Arginase1 (Arg1), mannose receptor C-type 
1 (Mrc1) were analyzed by Q-PCR, the protein level of Arg1 and Mrc1 were detected by 
Western blot, the migration ability of macrophages was tested by Wound Healing, the 
apoptosis of 7860 and OSRC2 were analyzed by flow cytometry. Compared with the 
THP1-M2, THP1-M2-JNK | group showed decreased expression of Arg1 and Mrc1, and 
migration ability was impaired. What’s more, block of JNK pathway inhibited the pro-tumor 
function of M2 on 7860 and OSCR2. Taken together, our results suggest that inhibition of 
JNK pathway regulates M2 polarization and its pro-tumor effects. 
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ERARA TERAH, 不 同 微 环境 可 诱导 其 向 两 种 相反 的 方向 发 生 极 
化 [村 。 巨 噬 细 胞 极 化 状态 包括 杀伤 肿瘤 的 经 典 激活 型 (M1) 巨 吹 细 胞 , 和 促进 肿 
瘤 的 蔡 代 激活 型 M2) ERE [2]。 不同 极 化 状态 的 巨星 细胞 参与 调节 体内 稳 态 ， 
伤口 愈合 , 和 肿瘤 发 生发 展 [3] 。 白 细胞 介 素 4(interleuki4，IL- 少 可 将 MO 型 
巨星 细胞 诱导 成 M2 型 ， 以 高 表达 精 氨 酸 酶 1 (Arginasel，Arg1)、 甘 露 糖 受 体 C1 
(mannose receptor C-type 1，Mrc1) 等 抗 炎 相关 因子 为 表 型 特征 ， 在 肿瘤 免疫 
方面 发 挥 促进 肿瘤 发 生发 展 的 功能 ，Y -干扰 素 (interferonY ，IFN-Y ) 和 脂 多 
糖 (1ipopolysaccharide，LPS) 可 诱导 巨 噬 细 胞 极 化 为 表 型 相反 的 ML 型 [4-6] 。 

涉及 M2 型 巨星 细胞 极 化 的 机 制 也 有 很 多 ， 之 前 的 研究 大 多 集中 于 信号 传导 
及 转录 激活 因子 6 (Signal transducers and activators of transcription, 
STAT-6) 通路 和 磷脂 酰 肌 醇 激酶 3 (phosphatei-dylinositol 3kinase , PI3K) 
通路 等 [4，7，8] 。 本 课题 组 在 之 前 的 研究 中 首次 探究 了 c - Jun 氨基 末端 激酶 (c 
- Jun N - terminal Kinase，JNK) 通 路 对 鼠 源 型 巨 哈 细 胞 极 化 的 调控 作用 及 机 
制 [9] 。 然 而 对 于 人 源 性 THP-1 SRV GRAM AL, JNK 通路 对 M2 巨 噬 细 胞 极 化 标志 
物 ( Argl, Mrcl) 的 作用 如 何 ， 对 与 M2 型 细胞 相关 转录 因子 (c-Myc，pparg) 
的 作用 如 何 还 未 曾 报道 。 因 此 , 本 文 主要 研究 INK 通路 对 调节 人 源 巨 咽 细 胞 极 化 
和 M2 型 巨星 细胞 促进 癌症 的 影响 ， 为 进一步 研究 提供 基础 。 


1 材料 和 方法 
1.1 主要 材料 与 试剂 

细胞 系 : 人 单 核 巨 哈 细 胞 系 THP1、 人 肾 透明 腺 癌 细 胞 系 7860 ALA 5 E 
细胞 系 0SRC2 (ATCC) 。 主 要 试剂 : RPMI1640 培养 基 、 胎 牛 血清 、Trizol 总 RNA 
提取 试剂 盒 (Invitrogen 公司 ) 、 逆 转录 试剂 、 和 蛋白 质 定量 试剂 盒 、 山 羊 抗 鼠 菊 
光 二 抗 购 自 Thermo 公司 。UltraSYBR Mixture Real-time PCR 试剂 购 自 CWBIO 


AT] o WHE ArglmAb (1:2000, Proteintech, 66129-1-1Ig) , Ht MrelmAb (1:2000, 
Proteintech， 60143-1-Ig) , M #t B -ACTIN (1:4000, Proteintech, 
60008-1-Ig). (YAK (phorbol-2-myristate-13-acetate, PMA) KW A EZR 
Ar]. IL-4 (214-14) JWA Peprotech 公司 。JNK 通路 特异 性 抑制 剂 CJNK 1) 试 
剂 购 自 abcam。PCR 引物 购 自 上 海 生 工 公司 。 


1. 2 细胞 培养 
THP1 单 核 细胞 , 7860 和 OSRC2 肾 癌 细胞 用 含有 10% 胎 牛 血 清和 1% 的 青 链 霉 素 
的 RPMI164 培养 基 ， 在 37“。 C、5% 二 氧化 碳 的 贱 箱 中 培养 。 


1.3 建立 THP1-MO/M2 细胞 模型 

参照 参考 文献 方法 , GALA RARR, 11). 离心 收集 悬浮 THP1 细 
胞 ， 以 8 X 105 /和 孔 接 种 于 6 孔 板 中 ， 避 交加 入 5ng /mL PMA, 37° C 培养 24h， 
建立 未 活化 型 THP1-M0 细胞 ;在 THP1-MO 细胞 的 基础 上 ， 换 掉 含 PMA 培养 基 ， 
加 入 20 ng /mL IL-4 诱 导 16 h， 得 到 THP1-M2 细胞 。 用 实时 定量 PCR. ELISA 
检测 相关 细胞 因子 及 流 式 细 胞 术 western blot 检测 巨 鸣 细 胞 表 型 标志 物 的 表达 ， 
鉴定 THP1-M2 模型 。 


1.4 实时 荧光 定量 PCR 

收集 细胞 ， 弃 去 培养 基 ， 用 1XPBS HE 3 次 ， 加 入 Trizol 提取 总 RNA， 取 1 
ug 反 转 录 为 cDNA，18S 作为 内 参 ， 实 时 定量 PCR 检测 各 组 细胞 中 目的 基因 mRNA 
水 平 ， 反 应 条 件 参照 Real-time PCR 试剂 盒 LUltraSYBR Mixture (TaKaRa 公司 )] 
说 明 书 。 各 引物 见 表 1。 


表 1 引物 列表 
Table 1 The list of the primers 


基因 名 称 引物 序列 (5” 一 3”) 产物 长 度 Cop) 
Gene name Primer sequence Product Size 
18S : 同 : GTAACCCGTTGAACCCCATT 151 


反 向 : CCATCCAATCGGTAGTAGCG 


Argl - 问 : TCACCTGAGCTTTGATGTCG 133 


有 反 向 : TGAAAGGAGCCCTGTCTTGT 


Mrcl - 问 : TGATTACGAGCAGTGGAAGC 126 


有 反 向 : GTTCACCGTAAGCCCAATTT 


1.5 免疫 印迹 

离心 收集 细胞 ，1 XPBS 洗 3 次 ， 提 取 总 蛋白 ， 按 照 BCA 试剂 盒 说 明 书 ， 检 
测 蛋 白 浓度 ， 进 行 电 泳 ， 电 转 至 PCDF 膜 ，5% 脱 脂 牛 奶 封闭 2h, —Hi4 ° CORA 
过 夜 ， 二 抗 常 温 角 育 2 hp， 再 进行 化 学 发 光 显 像 。 以 B -actin ANS, 检测 各 
组 中 Argl, Mrel 的 表达 情况 。 


1. 6 细胞 划 痕 实验 

在 6 和 孔 板 底 外 用 记号 笔画 3 条 间隔 为 0. 5cm 的 水 平 直 线 ， 将 浓度 为 5X 
10°/mL 的 细胞 上 基 液 接种 于 6 孔 板 中 ，2mL/ 孔 ， 待 细胞 长 至 90% 融 合 状态 。 弃 去 
和 孔 内 完全 培养 基 ， 无 血清 培养 基 饥 饿 处 理 4h 后 ， 用 10 nL 微量 移 液 器 枪 尖 在 细 
胞 板 上 划 垂 直 于 水 平 线 的 划 痕 , PBS HE 3 次 ,分 别 加 入 含 不 同 处 理 物 的 无 血清 培 
养 基 放 入 37°C. 5% C02 培养 箱 中 培养 。 以 划 痕 后 时 刻 为 0m9， 在 0、12h 分 别 在 
各 水 平 直 线 标记 处 跟踪 拍摄 各 孔 细胞 划 痕 状态 , 每 孔 拍摄 9 个 视野 。 使 用 显微镜 
(ECLIPSE Ti-s，Nikon, Tokyo, Japan) 进行 拍摄 ， 运 用 NIH Image J software 


(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) 计算 相对 迁移 率 。 


1.7 流 式 细 胞 术 

收集 阻 断 或 未 阻 断 JNK 通路 的 M2 型 巨 哈 细胞 上 清 作 为 条 件 培养 基 
(conditioned medium，CM)， 并 设置 对 照 组 ， 共 分 为 以 下 3 组 : MO 型 巨星 细胞 
组 (CM-M0); 阻 断 JNK 通路 的 M2 型 巨 唉 细胞 (CM-M2-JNKI) ， 阴 性 阻 断 的 M2 型 巨 
Wn 2H ZH, (CM-M2) 。 将 细胞 接种 于 6cm 板 ， 分 别 用 各 组 CM 培养 48h 后 ， 用 ， 用 不 
A EDTA 的 胰 蛋 白 酶 进行 消化 , 离心 收集 细胞 ，1 XPBS 清洗 3 次 后 , 400 nL PBS 


重 悬 细胞 。 每 组 中 加 入 适量 Annexin V FITC API, RER YAO 15 min, 
即 进行 流 式 细胞 凋 亡 检测 。 


由 | 


1. 8 统计 学 分 析 
采用 GraphPad Prism 5 统计 学 软件 进行 数据 分 析 ， 采 用 单 因素 变量 方差 分 
析 或 t 检验 ， 所 有 的 实验 至 少 独 立 重复 3 次 ，P《0. 05 认为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 THP1—M2 巨 史 细胞 模型 构建 及 验证 

利用 IL-4 诱导 THP1-MO 构建 M2 巨 噬 细 胞 模型 ， 以 M2 特异 表面 标志 物 Argl 
和 Mrcl 为 表 型 特征 验证 细胞 模型 构建 成 功 。 与 MO 组 相 比 ，M2 细胞 在 mRNA 水 
平和 蛋白 水 平 高 表达 Argl 和 Mrcl (P <0. 01) (图 1A，B)。 综 上 ，THP1 来 
源 的 M2 巨星 细胞 表 型 与 大 多 数 文献 所 述 M2 巨星 细胞 一 致 。 


A Arg1 
4 Mrc1 
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A. 用 20ng/ml IL-4 刺激 THP1-MO 细胞 不 同时 间 ， 实 时 定量 PCR 检测 M2 相关 因子 Argl 和 Mrcl 的 表达 ; B. H 20ng/ml IL-4 或 5% 


ioe] 


SA 刺激 THP1-MO 细胞 16 小 时 后 ， 实 时 定量 PCR 检测 M2 相关 因子 Arg] 和 Mrcl 的 表达 ; C. 20ng/ml IL-4 刺激 THP1-MO16 小 
才 后 ， 免 疫 和 蛋白 印 迹 法 检测 M2 相关 因子 Argl 和 Mrcl 的 蛋白 水 平 。*P < 0. 05, **P < 0. 01。 


hid 


A. THP1-MO cells were stimulated with IL-4 (20 ng/mL) for 12, 14, 16, 20 and 24 h. The expression of M2-associated 
genes, including Argl, Mrcl was evaluated by qPCR; B. Stimulated with IL-4 or 5% BSA on MO for 16 hours, and the 
expression of M2 associated cytokine genes Argl and Mrcl were analyzed with qPCR; C. Stimulated with IL-4 on MO 
for 16 hours, Argl and Mrcl protein levels were analyzed with western blot. *P < 0. 05, **P < 0. OL. 

图 1 THP1-M2 巨 咽 细胞 表面 标志 物 表 达 情 况 

Fig 1 Expression of M2 associated markers in THP1-M2 


2.2 阻 断 JNK 通路 抑制 THP1-M2 极 化 程度 

为 了 研究 INK 通路 是 否 参与 IL-4 诱导 的 THP-1-M2 极 化 过 程 ， 我 们 使 用 JNK 
通路 特异 性 抑制 剂 阻 断 其 作用 。 与 对 照 组 相 比 ， 无 论 在 mRNA 水平 还 是 蛋白 水 
平 E， 阻 断 JNK 通路 的 实验 组 Arg-1 和 Mrc-l 的 表达 均 明 显 下 降 ( P <0. 01) 
(图 2A，B)。 综 上 ，JNK 通路 参与 调控 IL-4 诱导 的 THP-1 从 MO 型 向 M2 型 极 化 
的 过 程 。 
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A. 向 THP1-MO 细胞 中 加 入 JNK I 或 DMSO 处 理 60min 后 ，IL-4 刺激 16h 后 ， 实 时 定量 PCR 检测 Arg] 和 Mrcl 的 表达 ; B. 免疫 和 蛋 
印迹 法 检测 Arg] 和 Mrcl 的 蛋白 水 平 。*P < 0. 05, **P < 0. 01。 


mRNA 相对 下 


Arg1 Mrc1 


A. THP1-MO macrophages were treated with JNK-inhibitor I (JNK-I, 20 uM) or DMSO for 60 min, followed by stimulation 


with IL-4 for 16 h. Argl, Mrcl expression was determined by quantitative PCR; B. Protein levels of Argl, Mrcl were 


evaluated by Western blot. Band intensity of Western blots was analyzed by densitometry, and normalized to B -actin 


level. *p < 0.05, **p < 0.01. 


2 JNK I 对 THP1-M2 巨 噬 细 胞 极 化 状态 的 影响 
Fig2 Effects of JNK IIRFlon the polarization of on THP1-M2 


2. 3 阻 断 JNK 通路 抑制 THP1-M2 的 细胞 迁移 能 力 

随后 ， 我 们 使 用 JNK 通路 特异 性 抑制 剂 处 理 THP-1-M2 后 ， 应 用 细胞 划 痕 实 
验 检测 其 迁移 能 力 ， 以 探究 JNK 通路 是 否 影 响 THP-1-M2 的 细胞 迁移 能 力 。 我 们 
发 现 , 与 MO 组 相 比 ，M2 组 细胞 迁移 能 力 明 显 增强 ， 而 阻 断 JNK 通路 可 部 分 削弱 
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其 迁移 能 力 ( 图 3A4，B)。 综 上 ， 实 验 数 据 进 一 步 证 明 ，JNK 通路 确实 参与 调控 
IL-4 诱导 的 THP-1-M2 型 极 化 过 程 。 


A MO MO+JNK | M2 M2+JNK | 


B CI Mo 
E Mo+JNK | 
E M2 
ME M2+JNK | 


相对 迁移 率 W) 


24h 


A，B， 细 胞 划 痕 试验 检测 巨 噬 细 胞 迁移 能 力 。 将 THP1 加 入 IL-4 处 理 的 时 刻 记 为 0h， 分 别 在 0, 12, 24h 进行 拍照 ， 每 组 拍摄 9 个 
Xi. xp < 0.05, **p < 0.01. 


A. Cell migration of THP1 cells was measured via wound healing. The width of wound area was calculated at three 


ime points (0, 12, 24 h) starting from the point when THP-1 cells were treated with IL-4; B. The quantification 
of wound healing percentage (100%) was exhibited with the error bars representing mean + SD of three independent 
experiments. *p < 0.05, **p < 0.01. 

3 JNK I 对 THP1-M2 Evie AH BR AS KR 
Fig3 Silencing of JNK pathway inhibits THP1-M2 cells migration 


2.4 阻 断 JNK 通路 抑制 M2 (eS es Ae AT 
条 件 培养 基 (CM) 培养 7860 和 0SRC2 后 ， 用 流 式 法 检测 各 组 CM 对 肾 癌 细 胞 
凋 亡 能 力 的 影响 。 与 对 照 组 相 比 ，CM-M2 组 7860 和 OSRC2 肾 癌 细胞 的 凋 亡 能 


显著 下 降 。 而 与 CM-M2 组 相 比 ，CM-M2-JNKI 2H 7860 和 OSRC2 细胞 凋 亡 能 力 明显 


回升 (图 4A，B)。 甚 至 对 于 7860 肾 癌 细胞 ，M2 细胞 对 其 凋 亡 能 力 从 抑制 变 为 促 


进 。 提 示 ， 阻 断 JNK 通路 后 ，M2 型 巨 噬 细 胞 对 红 癌 细胞 调 亡 的 抑制 效应 减弱 ， 


甚至 逆转 为 促进 效应 。 
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亡 的 影响 


肿瘤 细胞 发 展 从 细胞 凋 亡 的 角度 解析 , 可 以 认为 是 肿瘤 细胞 的 凋 亡 机 制 受到 
抑制 ,不 能 正常 进行 细胞 死亡 清除 , 从 而 导致 肿瘤 细 胞 生长 失控 。JNK 通路 时 MARK 


通路 中 至 关 重 要 的 一 条 ， 参 与 调控 多 种 细胞 的 增殖 、 调 亡 和 分 化 ,在 免疫 反应 和 
肿瘤 疾病 中 不 可 或 缺 L12-14] 。 因 而 在 肿瘤 的 发 生发 展 中 弄 清 其 作用 机 制 显然 很 
有 必要 。 此 外 ， 许 多 研究 报道 肿瘤 微 环境 存在 大 量 巨 哦 细胞 浸润 ， 且 其 大 多 是 发 
挥 免疫 抑制 效应 的 M2 型 巨 噬 细 胞 ， 抑 制 了 肿瘤 细胞 的 凋 亡 同时 促进 肿瘤 细胞 的 
增殖 [15-17] 。 我 们 在 之 前 研究 发 现 INK 通路 参与 调控 了 和 鼠 源 巨星 细胞 M2 型 极 化 
[9] ， 但 其 在 人 源 巨 噬 细 胞 M2 型 极 化 和 极 化 介 导 的 肿瘤 效应 中 的 作用 并 不 清楚 。 
本 实验 为 研究 INK 通路 对 M2 巨 哈 细胞 极 化 及 其 促 癌 作用 的 影响 ， 构 建 了 M2 E 
BARN, ARA E EIAN M2 模型 高 表达 Argl，Mrcl1， 这 与 之 前 文献 报道 
一 致 。 与 以 上 报道 相似 ， 本 实验 发 现 ， 在 THP1 细胞 来 源 的 巨 哈 细胞 中 ， 蔡 代 激 
活 型 THP1-M2 细胞 较 未 活化 型 THP1-MO 细胞 高 表达 M2 型 巨 噬 细 胞 主要 标志 物 
Argl，Mrcl。 阻 断 JNK 通路 后 ， Argl 和 Mrcl 表达 显著 降低 。 

在 肿瘤 免疫 方面 ，M2 型 巨星 细胞 有 促进 肿瘤 发 生发 展 的 作用 ， 而 ML W E 
细胞 则 有 抗 肿瘤 的 作用 [18，19] 。 为 研究 JNK 通路 对 M2 型 巨 噬 细 胞 介 导 的 促 瘤 
作用 的 影响 ， 本 实验 采用 条 件 培养 的 方法 : 即 收 集 阻 断 或 未 阻 断 JNK 通路 的 
THP1-M2 细胞 上 清 作 为 CM, H CM 分 别 培 养 芭 癌 细 胞 后 ， 检 测 其 对 肾 癌 细胞 凋 亡 
的 影响 。 其 中 ， 条 件 培 养 属于 非 直 接 接触 式 培养 ， 是 细胞 共 培 养 模型 中 的 一 种 
[20] 。 与 直接 接触 式 培 养 相 比 ， 条 件 培养 的 优点 在 于 克服 了 2 种 细胞 分 离 、 观 察 
和 后 续 功 能 检测 等 方面 的 限制 。 除 此 以 外 ，M2 型 巨 咽 细胞 的 建立 是 通过 诱导 剂 
处 理 单 核 细胞 至 少 40 hp， 考 虑 到 各 诱导 剂 长 时 间作 用 对 细胞 的 毒性 作用 可 能 
致 M2 型 巨 噬 细 胞 状态 较 差 ， 所 以 在 观察 肾 癌 细胞 的 功能 试验 中 采取 条 件 培 养 的 
方法 。 与 文献 报道 一 致 ，THP1-M2 巨 史 细 胞 表现 出 明显 的 抑制 骨 瘤 细胞 调 亡 的 能 
力 ; Baz, BET JNK 通路 后 其 抗 凤 癌 细胞 凋 亡 的 能 力 明 显 减弱 。 提示 JNK 通路 在 
M2 型 巨星 细胞 介 导 的 肿瘤 效应 中 发 挥 着 重要 作用 。 

综 上 所 述 ，JNK 通路 参与 调控 M2 型 巨 咽 细胞 极 化 状态 ， 并 在 M2 型 巨 哈 细胞 
肿瘤 效应 中 发 挥 着 重要 作用 , 为 以 巨 噬 细 胞 极 化 为 靶 点 的 肿瘤 免疫 治疗 提供 了 实 
验 基础 。 但 JNK 通路 调控 M2 型 巨 噬 细 胞 极 化 的 机 制 还 有 待 进一步 研究 前 明 。 
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